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RESUMO
A piscicultura esta entre as atividades econdmicas que mais crescem no Brasil e tem como
principal caracteristica a criagdo de peixes de forma controlada e planejada. Este
crescimento se deve a constante e demasiada procura por organismos aquaticos para
diversas finalidades, em especial para a alimentacdo humana. Para atender estas
demandas, muitos piscicultores fazem uso de substancias bioativas, principalmente de
estrogénios sintéticos que estimulam o crescimento e/ou reproducdo acentuada das
espécies tratadas. Infelizmente, tais substancias também podem ser nocivas para o
metabolismo destas e de outras espécies consumidoras, que se encontra em outros niveis
da cadeia alimentar, mesmo estando em baixas concentracdes, mostrando a necessidade
de métodos analiticos que auxiliem no controle de qualidade dos diferentes insumos
oriundos do sistema produtivo. Dessa forma, o presente estudo teve como principal
objetivo desenvolver um sensor eletroquimico para a eletroanalise do Estrogénio
Dienestrol (DNL), utilizando um eletrodo de pasta de carbono (EPC) modificado com
nanoparticulas de prata, proporcionando novas alternativas para o controle de qualidade
deste analito em matrizes da piscicultura. Os resultados mostraram que estes
nanomateriais aumentam a area superficial e reduzem a resisténcia de transferéncia de
carga do sensor de trabalho, definido como (Ag-NPs)|EPC. Em meio acido (solugédo
tampdo BR com pH = 2), o DNL sofre processo de oxidacdo irreversivel sobre (Ag-
NPs)|EPC, com cinética eletrodica moderadamente lenta e processo de transporte de
massa controlado por adsorcdo de produtos na superficie do eletrodo. O processo foi
associado com a oxidacdo de grupos fendlicos existentes na estrutura do estrogénio.
Utilizando voltametria de onda quadrada sob condigdes otimizadas (frequéncia de 75 Hz,
amplitude 30 mV e incremento de 2 mV), foram construidas curvas analiticas para o
DNL, no qualobteve-se valores de limites de deteccdo e quantificacdo equivalentes a
4,37x10® mol L e 9,08x10®mol L?, respectivamente, além de precisdo e exatidio
aceitaveis para quantificar baixos niveis de concentragdo do estrogénio. As figuras de
mérito comprovam a viabilidade do método eletroanalitico entdo desenvolvido para a

eletroanalise de DNL em amostras complexas.

Palavras chaves: Aaquicultura, estrogénios sintéticos, z,z-dienestrol, sensores

eletroquimicos, determinacéo eletroanalitica.



ABSTRACT

Fish farming is among the fastest growing economic activities in Brazil and its ma

feature is the controlled and planned fish farming. This growth is due to the constant and
excessive demand for aquatic organisms for various purposes, especially for human
consumption. To meet these demands, many fish farmers make use of bioactive
substances, especially synthetic estrogens that stimulate the growth and / or marked
reproduction of treated species. Unfortunately, these substances can also be harmful to
the metabolism of these and other consuming species, which is found in other levels of
the food chain, even at low concentrations, showing the need for analytical methods that
help in the quality control of different inputs. Of the productive system. Thus, the present
study aimed to develop an electrochemical sensor for Dienestrol Estrogen Electroanalysis
(DNL) using a silver nanoparticle modified carbon paste electrode (EPC), providing new
alternatives for the quality control of this analyte. In fish breeding stock. The results
showed that these nanomaterials increase the surface area and reduce the load transfer
resistance of the working sensor, defined as (Ag-NPs) | EPC. In acid medium (BR buffer
solution with pH = 2), DNL undergoes irreversible oxidation process over (Ag-NPs) |
EPC, with moderately slow electrode kinetics and mass transport process controlled by
adsorption of products on the electrode surface. The process was associated with the
oxidation of phenolic groups in the estrogen structure. Using square wave voltammetry
under optimized conditions (75 Hz frequency, 30 mV amplitude and 2 mV increment),
analytical curves were constructed for the DNL, which obtained detection and
quantification limit values equivalent to 4.37 x 10. ® mol L™t and 9.08 x 10®mol L,
respectively, and acceptable accuracy and precision to quantify low estrogen
concentration levels. The merit figures prove the viability of the electroanalytical method

then developed for DNL electroanalysis in complex samples.

Keywords: Aquaculture, synthetic estrogens, z, z-dienestrol, electrochemical sensors,

electroanalytical determination.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a aquicultura é uma atividade que vem ganhando destaques em todas
as regides e nos mais diversos tipos de cultivo: piscicultura, carcinicultura, ranicultura e
malacocultura (QUEROL et al., 2013). Segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis, a aquicultura brasileira em cativeiro produz,
aproximadamente, 289.000 toneladas/ano (27% de toda a producdo registrada no pais),
que se destina ao mercado de importacdo e exportacdo (IBAMA, 2007).

A piscicultura € o segmento da aquicultura destinado a criacdo de peixes,
principalmente de agua doce, em ambiente com condigdes propicias para o seu melhor
desenvolvimento. Segundo Scorvo-Filho et al.(2010), a piscicultura brasileira é a segunda
em producdo sulamericana, apoiada especialmente nas cadeias de producdo da
tilapicultura. Segundo dados do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA, 2013), o
brasileiro consome em média 9,5 kg por habitante/ano de pescado. Devido ao seu alto
valor nutritivo, a Organizacdo Mundial de Satide (OMS) recomenda um consumo minimo
de 12 kg de pescado/habitante/ano, embora a média mundial seja de 16 kg/habitante/ano
(FAO, 2010). Neste contexto, estima-se que o Brasil tenha potencial para se transformar
em um dos maiores produtores de pescado do mundo e o principal fornecedor para atender
a previsao de consumo médio mundial de peixes, que sera de 22 kg/habitante/ano até
2030.

A necessidade da criacdo de peixes em cativeiro se da em virtude da baixa dos
estoques naturais causada, sobretudo, pela pesca indiscriminada em mares, estuarios e
rios (SCORVO-FILHO et al., 2010). Como a velocidade natural de crescimento e
reproducdo das espécies ndo acompanha as demandas de mercado, muitos aquicultores
fazem uso de substancias xenobidticas que apresentam carater bioacumulador,
biomagnificador e biotransformador, representando um sério risco a salde daqueles que
se encontram no topo da cadeia alimentar (SOUZA, MACHADO e AVACA, 2003). Uma
série dessas substancias pode desregular as funcdes enddcrinas dos seres vivos, inclusive
dos proprios seres humanos (OLIVEIRA, 2013; LIMA, 2012). Entre as substancias
xenobidticas destacam-se 0s estrogénios sintéticos, tais como Hexestrol, Dienestrol,
Etinilestradiol, Dietilestilbestrol (Figura 1), entre outros, que sdo utilizados para induzir
0 crescimento acentuado das populacdes nos diferentes cultivos, afetando o metabolismo
das espécies pela mimetizagdo das funcbes desencadeadas pelos horménios naturais
(LIMA, 2012; OLIVEIRA, 2013).
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Figura 1: Estrutura quimica de alguns estrogénios sintéticos utilizados na piscicultura
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Fonte: Autoria propria, 2019.

Com isso, surge a necessidade do desenvolvimento de métodos analiticos
eficientes que auxiliem no controle de qualidade dos diferentes insumos oriundos da
cadeia produtiva. De acordo com Lima (2012), em muitas matrizes ambientais, 0
monitoramento desses compostos € realizado através de métodos espectroscopicos e/ou
cromatograficos convencionais, que apresentam limitacdes quanto a susceptibilidade a
interferentes, producéo de residuos toxicos, custo e tempo de analise, o que dificulta a
implementacdo dos procedimentos para analises em larga escala nos laboratdrios de
controle de qualidade e demais érgaos especializados.

Nesta Otica, o desenvolvimento de métodos eletroanaliticos surge como uma

potencial alternativa por apresentarem possibilidade de miniaturizagdo, simplicidade

12



operacional e potencialidade para aplicacdes in loco e in vivo. Nestes procedimentos, as
medidas sdo realizadas com “sensores eletroquimicos”, ou seja, dispositivos analiticos
sdo capazes de converter a resposta quimica observada para uma reacdo redox ocorrida
na interface eletrodo/solucdo em um sinal elétrico mensuravel (SOUZA; MACHADO;
AVACA, 2003; OLIVEIRA, 2013). Os sensores eletroquimicos também tém ganhado
grande aceitagdo cientifica por propiciarem elevada sensibilidade, precisao e seletividade
das medidas, mesmo na presenga de potenciais interferentes e em amostras de alta
complexidade analitica (ALLERSTON; REES, 2018).

Com o avanco nas pesquisas com materiais nano estruturados, dispositivos ainda
mais acurados e robustos estdo sendo propostos, com melhorias significativas nas
propriedades elétricas, mecanicas e térmicas (ZHOU et al., 2014). As nanoparticulas
metalicas estdo entre as mais investigadas por atribuir excelente atividade eletrocatalitica
para o processo redox de muitas moléculas, melhoram os processos de transferéncia
eletronica e sdo facilmente sintetizadas e manipuladas (JING; REICHERT, 2017).
Entretanto, o nimero de sensores propostos na literatura para a eletroanalise de
estrogénios sintéticos, incluindo aqueles arquitetados com nanoestruturas, ainda é
limitado, restringe-se a um pequeno numero de Xxenobidticos e poucos mostram
aplicabilidade para o controle de qualidade em produtos e insumos da aquicultura,
justificando a motivacao desse trabalho.

13



2. OBJETIVOS

2.1. GERAL:

Desenvolver um sensor eletroquimico para a eletroanalise do estrogénio Z,Z-
Dienestrol (DNL), utilizando um material compdsito de carbono e nanoparticulas de prata
(Ag-NPs), proporcionando novas alternativas para o diagnéstico deste analito em

matrizes da piscicultura.

2.2. ESPECIFICOS:

e Obter e caracterizar nanoparticulas de prata por diferentes rotas de sintese;

e Estudar a eletroatividade, propriedades termodinamicas, cinética e mecanismo de

reacdo do DNL sobre o sensor de trabalho;

e Avaliar e otimizar pardmetros operacionais para a eletroanalise do estrogénio;

14



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. PISCICULTURA

A aquicultura consiste na criagdo de organismos aquaticos em condicdes
controladas e constitui uma atividade economicamente rentavel, desde que feita com base
em projetos tecnicamente corretos (CYRINO et al., 2012). De acordo com Rocha et al.
(2013), a aquicultura é o maior negocio primario do mundo, sendo sua producdo duas
vezes maior que a producdo de soja, sete vezes maior que a da carne de mamiferos e nove
vezes maior que a do frango.

A piscicultura surgiu na China h& cerca de 4 mil anos, onde também se
desenvolveu o consoércio entre peixes e outros animais mamiferos, como bufalos e suinos.
Sua principal caracteristica é a criacdo de peixes de forma planejada e controlada. A
producdo de peixes na natureza se distingue da piscicultura porque nesta ha o controle do
crescimento e da reproducéo, constituindo-se assim em uma atividade técnico-econdmica
(SOARES, 2003). A piscicultura é dividida em trés tipos: (I) extensiva, na qual utiliza
grandes reservatdrios naturais ou artificiais, onde a densidade populacional de peixes €
baixa e a sua alimentacdo e reproducdo ndo sdo controladas; (111) semi-extensiva, na qual
tem um controle maior da alimentagdo e da reproducéo; e (ll) intensiva, que utiliza
tanques e reservatorios construidos para obter um méaximo de peixes por unidade de area,
através do controle da alimentacéo e reproducdo (ROCHA et al., 2013).

Independente da modalidade de cultivo, as principais espécies de peixes
cultivadas na piscicultura brasileira sao tilapia (Oreochromisniloticus), cuja producao
alcancou 219 mil toneladas em 2015 (45,4% do total da producéo nacional), e o tambaqui
(Colossomamacropomum), um peixe nativo da regido Amazdnica, com producao
equivalente a 135 mil toneladas (28,1% da producdo brasileira) (BRASIL, 2015).

3.2. ESTROGENIOS UTILIZADOS NA PISCICULTURA

Com a crescente demanda das atividades aquicolas, em especial da piscicultura, o
uso de substéncias com bioatividade hormonal vem se tornando uma prética comum e
gue tem como objetivo 0 aumento da produtividade. Agrotdxicos, hormdnios sintéticos e
antibidticos sdo exemplos dessas substancias que, por sua vez, vém sendo utilizadas de
forma indiscriminada no manejo de muitos cultivos. Esses compostos afetam o sistema
enddcrino dos organismos tratados e demais espécies consumidoras incluindo os seres
humanos (WAISSMANN, 2002; FALONE, 2007). Os disruptores enddcrinos agem por
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mecanismos fisioldgicos pelos quais substituem os hormdnios do nosso corpo,
aumentando ou diminuindo a quantidade original de hormonios (SANTAMARTA,
2001).

S80 compostos exogenos que debilitam a saude de organismo e progénios
secundarios, interferindo na homeostase e no processo de desenvolvimento
(GUIMARAES, 2008). Essas substancias apresentam risco a saide humana e estfo
relacionados a uma série de desordens metabolicas, incluindo o desenvolvimento de
carcinomas (LIMA, 2012; OLIVEIRA 2013; EDWARDS 2015). Recentemente, muitos
efeitos causados pelos desreguladores enddcrinos tém sido relatados, incluindo anomalias
no sistema reprodutivo de animais (peixes, répteis e passaros); inducdo da sintese de
vitelogenina (VTG) no plasma de peixes e efeitos na saude de humanos, tais como,
reducdo na producdo de esperma e aumento da incidéncia de alguns tipos de cancer
(BILA; DEZOTTI, 2017).

Estudos realizados por Hartmann et al. (1998) confirmam a presenca de
hormoénios sexuais (17p-estradiol, estrona, testosterona e progesterona) em carnes
(bovinos, suinos, aves e peixes), leite e derivados, ovos e em 17 diferentes espécies de
plantas (gramineas e leguminosas) cultivadas no Iran, sendo que a principal justificativa
apontada pelos autores foi 0 uso indiscriminado desses esterdides na agropecuéria local.
No ramo da aquicultura, Panter, Thompson e Sumpter (1998) reportaram efeitos adversos
desses compostos em peixes machos da espécie Pimephalespromelas, a exemplo da
inibicdo testicular e sintese de vitelogenina (VTG) quando expostos a concentraces
baixas de 17 B-estradiol (10, 32, 100, 320 e 1000 ng/L) e estrona (9,9, 31,8, 99,3, 318,
993 ng/L). Hutchinson (2002) e Schmid et al. (2002) também observaram a sintese de
VTG durante a exposicdo de crustaceos Tisbebattagliai e peixes Pimephalespromelasa
substancias com atividade estrogénica (dietilestilbestrol, 17p-estradiol, estrona, 17a-
etinilestradiol e 20-hidroxiecdossona).Os peixes estdo entre 0s grupos de organismos
mais estudados para testes de substancias com atividade estrogénica. A Tabela 1 mostra
algumas substancias utilizadas no controle da populacdo de peixes em criadouros, bem

como suas funcdes nas espécies tratadas.

Tabela 1: Substéncias utilizadas no controle da populacédo de peixes em criadouros.

Substéancia Estrutura Quimica Funcéo Referéncia
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17a-

metiltestosterona

Reversao sexual

FALONE, 2007.

17B-estradiol (E2)

Reversdo sexual

HOGA, 2016.

Pimozida

Estimular a

reproducéo

ABRUNHOSA,
2011.

Domperidona

Estimular a

reproducao

ABRUNHOSA,
2011.

Buserelina

Estimular a

reproducéo

PAULINO et
al., 2011.
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_ BILAe
o CH, Estimular a
Dietilestilbestrol H.C = N DEZOTTI,
3 reproducao
2007,
OH
[¢]
|
NH
/ NH n
® ol ) MUNIZ,
N
. NHZ/<O Esi | CATANHO e
J y stimular a
Gonadorelina > . NHQ@O ) SANTOS 2008;
N HN reproducéo
ol i, FELIZARDO et
NH
/in\rﬂH 7 °\VN44\O al., 2012.
HsC CH3O/ {4'\‘
CH,
OH _
Estimular a HOGA, 2016.
—CH
17a-Etinilestradiol reproducéo

HO

Fonte: Autoria propria, 2019.

De acordo com a Tabela 1, os compostos utilizados nos criadouros apresentam

como fungdo promover o controle de populacdo ou para estimular a reproducdo das

espécies. Pesticidas, horménios sintéticos e antibidticos, vem sendo utilizado de forma

indiscriminada em muitos cultivos (ISMAIL, WEE e ARIS, 2017). Muitas destas

substancias também sdo persistentes no meio ambiente, acumulam-se no solo e no

sedimento de rios. Acumulam-se ao longo da cadeia tréfica, representando um sério risco

a saude dos seres humanos que se encontram no topo da cadeia alimentar (MEYER et al,

1999).
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3.3. Z,Z-DIENESTROL

O Z,Z-Dienestrol (Figura 2) é um estrogénio sintético nao-esteroidal,
pertencente ao grupo dos receptores [-agonistas (substancias que ativam receptores
especificos da membrana das fibras musculares e dos adipocitos, modificando o
metabolismo celular dos tecidos muscular e adiposo), estando entre os mais utilizados
para fins anabolizantes na aquicultura. Trata-se de um composto quimico da classe dos
estilbenos, de massa molar igual a 266,34 g mol™, e que apresenta baixa solubilidade em
agua e ligeira solubilidade em etanol (GAO et al., 2015).Uma vez administrado, 0 DNL
difunde-se passivamente em direcdo as células alvo de tecidos complexos, interagindo
mimeticamente com um receptor de proteinas do sistema endocrino dos seres Vivos,
afetando o equilibrio da transcricdo genética na sintese proteica ap6s a ligacdo ao DNA.
A combinacdo de um estrogénio com uma progestina também suprime o sistema
hipotalamo-hipofisario, diminuindo a secrecdo de hormdnio liberador de gonadotropina
(GnRH), isso ocorre porque, no organismo, o0s estrogénios aumentam a sintese hepatica
da globulina de ligacdo ao horménio sexual (SHBG), globulina de ligacdo a tireoide
(TBG), entre outras proteinas séricas, suprimido a acdo do horménio foliculo-estimulante
(FSH) da hipofise anterior. (HONG et al, 2015).

Figura 2: Estrutura quimica do estrogénio Z,Z Dienestrol

OH

HC XX A

HO

CHj3

Fonte: Autoria prdépria, 2019.

O DNL é utilizado como aditivo em ragdes comerciais, sendo que sua presenca na
biomassa das espécies acarreta na contaminacdo direta dos seres que venham a se
alimentar das mesmas, o que reforga a importancia no controle de qualidade desse

estrogénio nessas culturas (HE et al., 2016).
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3.4. METODOS ANALITICOS PARA A DETERMINACAO DE HORMONIOS

As técnicas cromatogréaficas sdao as mais utilizadas para o monitoramento de
horménios naturais e sintéticos em matrizes ambientais. A Tabela 2 sumariza algumas
metodologias propostas, utilizando desde sistemas cromatograficos tradicionais aos
modelos hifenados. Apesar de serem bastante utilizados, tais métodos apresentam
algumas desvantagens inerentes a analise, como elevado tempo de andlise, custo elevado,
requer profissionais altamente experientes e qualificados para a operacdo dos
equipamentos, etapas prévias de clean up, entre outros (SOUZA, MACHADO, AVACA,
2003; OLIVEIRA et al., 2017). Tais fatos justificam a necessidade de mais pesquisas
voltadas ao desenvolvimento de métodos alternativos para a analise e controle de

qualidade de estrogénios em matrizes potencialmente impactadas.

Tabela 2: Métodos cromatogréaficos utilizados para a analise de hormoénios em matrizes

ambientais e bioldgicas.

. A MATRIZ ~
TECNICA HORMONIOS INVESTIGADA REFERENCIA
LC/MS/MS Estrona e Estriol. Efluentes Koh et al. (2007)

Estriol e estrona e Mateiiceket al
LC/MS/MS alguns subprodutos | Sedimento de rios (12007) '
estrona
Estriol e estrona i
LC/ESI-MS ente outros Agua de rio Matejicek e Kuban
o (2008)
estrogénios
Estriol, 17pB- Agua de rios no
LUV estradiol e estrona tratadas Wang et al. (2008)
PI i
GC/MS Estrona asma sanguineo Chen et al. (2009)
de camundongos
GC/MS/MS . ;
E 17B- a
GCIMS strona e 17 uentes de estagao | o eret al. (2009)
estradiol de tratamento
LC/MS/MS
EStrfma’ 176? Lodo de esgotos
estradiol e estriol roveniente de
GC/MS entre outros P N Nie et al. (2009)
estacdo de
desreguladores
. tratamento
enddcrinos
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Esgoto bruto,
LC/MS Estrona e estriol tratadoe em Kumar et al. (2009)
aguaderio

Estrona, 17p-

LC/M ) .
CIMS estradiol e estriol

Leite Yan et al. (2009)

*CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia; LC/UV: cromatografia liquida com deteccdo por
radiacdo ultravioleta; LC/MS: cromatografia liquida acoplada a um espectrmetro de massas;
LC/MS/MS: cromatografia liquida acoplada a dois espectrometros de massas sequéncias; GC/MS:
cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massas; GC/MS/MS: cromatografia gasosa
acoplada a dois espectrometros de massas sequéncias.

Fonte: Autoria propria, 2019.
3.5. METODOS ELETROANALITICOS

Os métodos eletroanaliticos tém como base as propriedades elétricas mensuraveis
(corrente, potencial, carga, condutividade ou resisténcia) de um analito em solucdo
quando este sofre processo redox em uma cela eletroquimica. Estudos de processos de
oxidacdo e reducdo, adsorcdo em superficies, ganho de massa, cinética e mecanismo de
transferéncia de elétrons estdo entre as varias informag6es que podem ser obtidas com
estes métodos. Pela vasta aplicacdo, os mesmos vém ganhando forca na utilizacdo em
diferentes areas como medicina, bioquimica, ciéncias ambientais, engenharias,
agropecudria, entre outras (GIL; AMORIM; MONTENEGRO; ARAUJO, 2018).

A voltametria ciclica (VC) esta entre as técnicas mais relevantes e amplamente
empregadas em estudos eletroanaliticos (AHMAD e ALGHAMDI, 2010). A mesma é
utilizada para fornecer informacgdes sobre a termodinamica das reacdes, deteccdo de
intermediarios e reacdes paralelas, reversibilidade dos processos, cinética reacional,
mecanismos de transporte de massa, entre outros (JOVANOVSKI, HOCEVAR e
OGOREVC, 2017). A resposta de corrente (Amperes) em um eletrodo de trabalho é
obtida a partir da aplicacdo de um potencial (Volts) na forma de uma onda triangular,
onde ¢é realizada uma varredura no sentido direto e, posteriormente, no sentido inverso.
Assim, todos os processos de oxidacdo e reducdo podem ser observados em um unico
ciclo de potencial (BARD & FAULK NER, 2004). A CV é mais utilizada para verificar
informacdes qualitativas da substancia de interesse (SANTOS, 2013).

Do ponto de vista quantitativo, as voltametrias de pulso sdo mais adequadas por
minimizarem os efeitos indesejaveis das correntes capacitivas, necessarias para
reestabelecer o equilibrio de cargas na dupla camada elétrica formada na interface
eletrodo/solucdo (OSTERYOUNG e OSTERYOUNG, 1985). Dentre as voltametrias de
pulso existentes, a voltametria de onda quadrada (VOQ), utiliza um modelo de aplicacdo
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dos pulsos similar a voltametria de pulso diferencial, no entanto utiliza pulsos simetricos
e simultaneos no sentido direto e reverso da varredura de potencial, conferindo no
aumento da sensibilidade das medidas (SKOOG et al., 1998). A utilidade desta técnica
vem sendo atestada para a determinacdo de baixos niveis de farmacos, pesticidas,
nutrientes, proteinas, nucleotideos, entre varias outras substancias de interesse biologico
e ambiental (OSTERYOUNG e OSTERYOUNG, 1985; SOUZA et al., 2004; USLU,
OZKAN, 2011).

Lin e Li (2006) desenvolveram um método para detectar estrona, 17 p-estradiol
e estriol em soro sanguineo de humanos, utilizando VOQ e um eletrodo de carbono vitreo
modificado com nanoclusters de platina e nanotubos de carbono. A analise de estrdgenos
totais foi acompanhada pelo pico de oxidacdo registrado em +0,43 V (vs. SCE).
Analisando cada estrogénio individualmente, obteve-se LD = 840 nmol L para estrona,
LD =620 nmol L™ para estriol e LD = 180 nmol L™ para 17B-estradiol.

Estudos realizados por Fernandez et al (2009) demonstram a adsorcdo da
progesterona em carbono vitreo, utilizando VOQ como técnica assistiva, o qual o LD
obtido foi de 3x10° mol L.

Morais et al. (2011) verificaram o comportamento eletroquimico do esterdide
progesterona, o qual utilizou-se a VC e um eletrodo de carbono vitreo modificado com
6xido de cobalto, possibilitando a detecgdo de progesterona (LD = 1,4x10°" mol L) em
fluidos bioldgicos.

A utilizacdo de métodos eletroanaliticos apresenta uma série de vantagens em
relacdo aos tradicionais, dentre as quais se podem citar a simplicidade, rapidez, baixo
custo de sua instrumentagdo, possibilidade de miniaturizacdo, realizacdo das medidas
diretamente na amostra e, em alguns casos, sem necessidade de etapas prévias de
tratamento. Também possibilita a analise de materiais coloridos, na presenca de particulas
solidas e possibilidade de medidas in loco (OLIVEIRA et. al., 2015).

3.6. SENSORES ELETROQUIMICOS

Devido aos novos desafios impostos por amostras de interesse industrial, clinico
e ambiental, o desenvolvimento de sensores eletroquimicos tem atraido um nimero cada
vez maior de pesquisadores por possibilitarem analises diretas nessas matrizes,
preservando a sensibilidade, seletividade, robustez e precisdo exigida para 0 método
(OLIVEIRA, 2015).
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A versatilidade das técnicas eletroquimicas esta, em grande parte, na possibilidade
de controlar a intensidade na qual as reagdes redox ocorrem, modificando/controlando a
natureza da interface eletrodo-solucdo, resultando nos chamados eletrodos quimicamente
modificados - EQMs (OLIVEIRA, 2018).

Alguns estudos mostram que a utilizagio de nanomateriais melhora
expressivamente a resposta eletroquimica dos sensores. A Tabela 3 apresenta exemplos
de EQMs estruturados com nanomateriais e suas respectivas aplicacbes. Como pode ser
observado, ha diferentes nanomateriais que podem ser utilizados no desenvolvimento do
sensor (OLIVEIRA e MORAIS, 2018), mas a escolha do modificador e do método de
imobilizacdo varia de acordo com as especificidades do suporte eletrodico, natureza do
analito e infraestrutura disponivel. Dentre os métodos de imobilizacdo existentes estdo: a
adsorcdo que consiste na interacdo fisica do modificador na superficie do eletrodo; por
meio de ligacdo covalente, no qual o modificador é fixado na superficie eletrodica por
ligagdo covalente, e a imobilizagdo por oclusdo, que € comumente usada na obtencao de
pastas de carbono modificadas, nas quais hd a mistura de grafite em pd, agente
modificador e um aglutinante podendo ser parafina ou 6leo mineral (PEREIRA, 2002;
VALLE, 2011; WONG, 2014).

Tabela 3: Estrutura e aplicacdo de eletrodos quimicamente modificados com diferentes

nanomateriais.

- Nanomaterial N -
Suporte eletrddico modificador Aplicacao Referéncia
(GOYAL, GUPTA
) Soro sanguineo e
Carbono vitreo Fulereno-Ceo _ e BACHHETI,
urina humana
2007)
. porfirinas i )
Oxido de grafeno ) Aguas de rio (MORAES et al.,
metalizadas
2014)
nanoparticulas de ) (ZANG, et al.,
Carbono vitreo Leite
ouro 2014)
] nanomateriais Soro sanguineo e 3
Carbono vitreo ) . (SERAFIN, et al.,
carbonaceos urina humana
2014)
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nanoparticulas de

Aguas naturais e

Carbono vitreo o _ o (CINCOTTO,
antimoénio fluidos biologicos
2016)
nanoparticulas
o ) (MOREIRA,
Pasta de carbono Fe3O4e liquido Carne suina N
. MARANHAO e
ibnico de BMI.PF6
SPINELLI, 2017)
i (RAYMUNDO-
nanoparticula de i
Carbon Black Aguas PEREIRA, et al.,
prata
2017)

Fonte: Adaptado de Lima Filho, 2019.

Os sensores a base de carbono e nanoparticulas metélicas surgem como

superficies promissoras na eletroanalise de horménios. Tais sensores apresentam

inimeras funcionalidades como alta resisténcia a tracdo e alta condutividade elétrica e
térmica (GOULART, et al., 2017).
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4. METODOLOGIA

4.1. REAGENTES E SOLUCOES

Para o desenvolvimento da pesquisa, todos os reagentes utilizados foram de
pureza analitica e suas respectivas solucGes preparadas com agua ultrapura (p> 18 MQ
cm?), a partir da dissolucdo de quantidades adequadas do reagente, sem prévia
purificacdo. A solucio-estoque de DNL (1,010 mol L™) foi preparada com padrio de
alta pureza (99,5%) da Sigma-Aldrich, utilizando alcool etilico absoluto(Synth)como
solvente.O &acido cloridrico e hidréxido de sédio, utilizados no ajuste de pH das solucdes
eletroliticas; e os acidos borico (99,5 %), fosforico (85,0 %) e acético (99,7 %), utilizados
na preparacdo da solucdo tampao Britton-Robinson, empregada como eletrdlito suporte,
foram adquiridos da Vetec.Os demais reagentes utilizados para a sintese das
nanoparticulas de prata (Ag-NPs) foram: nitrato de prata, nitrato de ferro, nitrato de
cobalto e quitosana, adquiridos da Sigma-Aldrich; além de hidroxido de sédio,

glutaraldeido e acido citrico, obtidos da Synth.

4.2. EQUIPAMENTOS

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um Potenciostato/Galvanostatop-
Autolab 111, fabricado pela Metrohm — Pensalab. O sistema foi conectado a uma célula
eletroquimica convencional (10,0 mL) composta por trés eletrodos: (i) eletrodo pasta de
carbono (EPC), eletrodo pasta de carbono modificado com Ag-NPs, definido como Ag-
NPs|EPC (5,0 mm?) e eletrodo pasta de carbono modificado com Ag-NPs apés tratamento
hidrotérmico (Ag-NPs)tH|EPC usados como sensores de trabalho, (ii) eletrodo auxiliar de
platina (10,0 mm?) e (iii) eletrodo de prata/cloreto de prata (Ag/AgCI/Cl saturado) COMO

referéncia (Figura 3)

Figura 3 - Representacdo esquematica da célula eletroquimica.

Eletrodo de trabalho Eletrodo de referéncia

Eletrodo auxiliar
e

LAV AL A AR

~ UVi~

Fonte: Adaptado de Paiva, 2017.
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O éxito na modificacdo de EPC com Ag-NPs foi monitorado por voltametria
ciclica (VC), microscopia eletrénica de varredura (MEV; FEG-SEM, modelo Zeiss Supra
35) e difracéo de raios-X (DRX; Minifex Il, Rigaku). Os dados obtidos por VC auxiliam
no entendimento do perfil voltamétrico do sensor de trabalho, antes e apds a etapa de
modificacdo; as informacGes adquiridas por MEV foram utilizadas para estudos de
morfologia da superficie de trabalho; enquanto que os dados de DRX fornecem
informagdes sobre a composicdo do material de trabalho. Para o tratamento hidrotérmico
das Ag-NPs, foi utilizado um forno tubular, da marca Jung, mantido sob atmosfera de
H2(g) em temperatura controlada.

Quando se fez necessario o ajuste de pH do eletrolito suporte, o procedimento
foi acompanhado por potenciometria direta, utilizando um medidor multiparamétrico
Orion 5Star, da ThermoElectron Corporation, acoplado a um eletrodo H*/ion-seletivo.
Para o preparo das solugbes, utilizou-se agua ultrapura adquirida de um sistema

PurelabMili-Q, fabricado pela Analitica.

4.3. DESENVOLVIMENTO DO SENSOR DE TRABALHO

Inicialmente, para a construgéo do eletrodo de trabalho, foram preparadaspastas
de carbono, a partir da mistura entre grafite e leo mineral -Nujol® (80:20%, m/m). No
caso de EPC, a pasta de carbono foi embutida diretamente em um tubo de teflon, com
contato elétrico estabelecido por um pistdo de aco inoxidavel. Para o desenvolvimento de
Ag-NPs|ECC, foi produzido um novo compdsito entre a pasta de carbono e diferentes
proporcdes de Ag-NPs (0,5 %), antes e ap6s tratamento hidrotérmico feito em atmosfera
de Hzg) por 30 min, na temperatura de 350°C. Sempre que necessario, a superficie do
eletrodo de trabalho era polida mecanicamente em papel celulose de baixa rugosidade, a

fim de renovar a superficie ativa do sensor.

4.4. SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

A sintese de Ag-NPs seguiu 0 método proposto por Soares Jr. (2013), usando a
técnica de coprecipitacdo dos sais de prata, ferro e cobalto em template polimérico de
quitosana. A solucdo de quitosana foi preparada dissolvendo-se 0,5 g do biopolimero em
25 mL de &cido citrico (20%). Em seguida, dissolveu-se 0,62 g de Fe(NO3)3, 0,22 g de
Co(NOs)2 e 1,16 g de AgNO3 na mistura polimérica. A solucdo resultante foi gotejada
lentamente em solucdo mista contendo 18 g de NaOH e 2,5 mL de glutaraldeido,

dissolvidos em 90 mL de agua aquecida a 70 °C. A mistura foi mantida sob agitagdo por
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24 h e, posteriormente, o precipitado foi lavado com agua até que o pH permanecesse
neutro. Um tratamento térmico ao ar, na temperatura de 300 °C foi necessario para a
calcinacdo da quitosana. Para a reducdo térmica das amostras, o processo foi conduzido
em atmosfera de Hzg), mantendo um fluxo de gas de 50 sccm por 30 min, utilizando um
forno tubular ajustado a 350 °C. O material obtido apds tratamento hidrotérmico foi

definido como (Ag-NPs)TH.

4.5. COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DO ESTROGENIO

O estudo do comportamento eletroquimico do DNL (1,010 mol L) sobre o
sensor de trabalho foi investigado na presenca e auséncia das nanoparticulas metalicas,
antes e apds o tratamento hidrotérmico, utilizando-se diferentes soluces eletroliticas
(HCI, H2SO4, tampéo fosfato, tampdo acetato e tampao Britton-Robinson) ajustadas a pH
= 2,0. Conhecendo o melhor eletrolito de trabalho, prosseguiu-se com a otimizacdo do
pH do meio (2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0), na perspectiva de compreender o carater proton-
dependente da molécula em estudo. Utilizando-se as melhores condicBes experimentais,
o perfil voltamétricodo DNL foi observado por VC em diferentes velocidades de
varredura (v; 25, 50, 75, 100, 125; 150; 175 e 200 mVs 1), de forma que os dados obtidos
foram usados nas discussdes relacionadas com a reversibilidade, carater adsortivo e

cinética eletrddica, utilizando os critério de diagndsticos da técnica.

4.6. CURVA ANALITICA E TRATAMENTO ESTATITISTICO DOS DADOS

A quantificacdo do DNL foi feita por VOQ, ap6s otimizar os parametros que
afetam a sensibilidade analitica desta técnica: frequéncia de aplicacdo dos pulsos de
potencial (f;10 — 200 s), amplitude dos pulsos (a; 5— 60 mV) e incremento de potencial
(4Es; 1 — 7TmV). A curva analitica foi construida a partir da correlagdo das sucessivas
adicbes do DNL (1,0x10°mol L) com os respectivos valores de lp, fazendo uma
varredura de potencial entre 0,0 e 1,2 V, em meio de solugdo-tampao Britton-Robinson
(0,01 mol L) ajustada a pH 2,0. Os dados da curva de regressio linear, obtidos pela
média aritmética (x) entre trés medidas realizadas para cada concentracdo, foram
utilizados para os célculos das figuras de mérito.

Os limites de detec¢édo (LD) e quantificagdo (LQ) foram estimados pela relagéo
entre o desvio-padrdo (DP) dos interceptos (a) e a média das inclinagdes (b) das curvas

analiticas, conforme indicado nas seguintes equacoes:

27



LD = 3x =* (1)

LQ=10x > ()

A precisdo foi analisada com base no desvio padrdo relativa (DPR %) das
correntes de pico das medidas (n = 3) a uma mesma concentracdo do analito, conforme

indicadona Equacéo 03:
DPR % = 222 x100% 3)
xIp

Onde, DPXxIp é o desvio padrdo da média das correntes de pico e xIp é a media das

correntes de pico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. SINTESE E CARACTERIZAC}AO DAS NANOPARTICULAS

Para o desenvolvimento do sensor de trabalho, foi utilizado um suporte eletrodico
a base de um material compésito de carbono formado de grafite e 6leo mineral. Este
material apresenta uma elevada area superficial e baixa resisténcia de transferéncia de
carga, oferecendo praticidade para a construcao do dispositivo e para a modificacdo da
superficie com novos (nano)materiais funcionais. Neste sentido, considerando o elevado
potencial eletroquimico necessério para a oxidagdo dos estrogénios sintéticos, optou-se
por trabalhar com Ag-NPs como agente modificador. As nanoparticulas metalicas
possuem efeito eletrocatalitico e reduzem a passivacdo da superficie por produtos da
reacédo redox de interesse, como aqueles observados com a oxidagéo do DNL (OLIVEIRA
e MORAIS, 2018).

As caracteristicas morfoldgicas de Ag-NPs foram obtidas por MEV e estéo
sumarizadas na Figura 4. As micrografias revelaram o éxito na obtencdo de

nanoparticulas com formas esféricas e tamanhos relativamente uniformes (Figura 4A).

Figura 4:(A) Imagens de microscopia eletrnica de varredura obtida para as nanoparticulas de
prata obtidas apds tratamento hidrotérmico. (B) Magnificacdo da estrutura das nanoparticulas.
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View field: 1.44 pm Det inBeam 200 nm
SEM MAG: 96.0 kx  Date(midly): 0511115 Performance in nanospace

Fonte: Autoria propria, 2019

Observando as imagens em um maior nivel de magnificagdo (Figura 4B),
constatou-se ainda que as Ag-NPs possuiam tamanhos praticamente uniformes, mas com

tendéncia a formar agregado sem virtude da elevada energia superficial desses
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nanomateriais. Normalmente, essa caracteristica também dificulta a associacdo das
nanoparticulas com outros materiais devido a reducdo da é&rea de contato.
Ocasionalmente, esse fator pode subtrair as caracteristicas desejadas para um material
hibrido com potencial utilizacdo em métodos eletroanaliticos. Todavia, ao introduzir as
Ag-NPs na configuracdo do eletrodo de trabalho, observaram-se melhorias substanciais
no desempenho do dispositivo, conforme serd4 demostrado adiante. Vale ressaltar ainda
que esses resultados se repetiram usando Ag-NPs e (Ag-NPS)Th.

Dados de DRX foram analisados com o intuito de averiguar a composicao e
cristalinidade das nanoparticulas (Figura 5). Os padr@es cristalogréaficos apontam para o
predominio de uma estrutura ctbica de face-centrada (JCPDS n° 01-087-0719). Os picos
de difracdo registrados nos angulos 38,20°, 44,26°, 64,34°, 77, 27° e 81,69° podem ser
atribuidos aos planos cristalograficos 111, 200, 220, 311 e 222, respectivamente. Os
dados ainda mostram Ag° como a principal fase cristalina e auséncia de impurezas
metalicas secundérias, oriundas do processo de sintese. Assim como observados nas
analises de MEV, o conjunto de resultados obtido para a caracterizagcdo de Ag-NPs e (Ag-

NPs)TtH por DRX também foi bastante similar.

Figura 5: Difratograma de raios-X obtidos para as nanoparticulas de prata.
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Fonte: Autoria propria, 2019.

5.2. MODIFICAQAO DO ELETRODO COM AS NANOPARTICULAS DE PRATA
Em relacdo a imobilizacdo das nanoparticulas sobre o Eletrodo Pasta de Carbono
(EPC), o processo de modificacdo foi acompanhado por VC a 50 mV s, em meio de
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NaOH 1,0x102 mol L, para uma faixa de potencial compreendida entre 0,0 e 1,2 V.
Conforme pode ser observado na Figura 6, o perfil voltamétrico observado para EPC néo-
modificado é bem distinto daqueles registrados na presenca das nanoparticulas de prata.
Apdbs o processo de modificacdo, pode-se identificar um par redox bem definido, com
picos de oxidacéo e reducao registrados em 0,43 V e 0,13 V, respectivamente, que foram

associados a eletroconversao do sistema Ag/AgO.

Figura 6: VVoltamogramas ciclicos registrados a 50 mV s, antes e ap6s as modificacoes do sensor
de trabalho com as nanoparticulas de prata, em meio de NaOH 1,0x102 mol/L
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Fonte: Autoria propria, 2019.

Embora o perfil voltamétrico observado na presenca de Ag-NPs e (Ag-NPS)tH
seja similar, a intensidade dos processos redox foram bem mais intensos no Gltimo caso,
possivelmente pela maior uniformidade na forma e tamanho dos gréos que, por sua vez,
facilita a interacdo das nanoparticulas com outros materiais e amplifica as propriedades
desejadas (aumento de area eletroativa, por exemplo) para o material eletrédico.Como o
aumento de area € uma caracteristica bastante almejada no desenvolvimento de um sensor
eletroquimico, uma vez que este efeito tem uma contribuicdo significativa para melhorar
a capacidade de deteccdo do analito, o sensor (Ag-NPs)tH|EPC foi utilizado como
dispositivo de trabalho na construcdo do método eletroanalitico para a detecgdo e

quantificacdo de DNL.
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5.3. TESTES DE ELETROATIVIDADE DO DIENESTROL

A eletroatividade do DNL sobre (Ag-NPs)tH|EPC foi verificada utilizando-se VC
auma velocidade de 50 mV s, em meio de solugio tampao Britton-Robinson (pH = 2,0),
para uma faixa de potencial de 0,0 a +1,2 V, conforme indicado na Figura 6.Na presenca
do analito, é possivel verificar um processo de oxidagdo em +0,95 V, que esta relacionado
a oxidacdo irreversivel dos grupos fendlicos presentes na estrutura do estrogénio
(OCHIAl et al., 2017).

Figura 7: Voltamograma ciclico obtido para o dienestrol (1,0x10° mol L) sobre (Ag-
NPs)tH|EPC, em meio eletrolitico de solugdo tampédo Britton-Robinson (pH = 2,0), com
velocidade de varredura de 50 mV st
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Fonte: Autoria propria, 2019.

De acordo com Lima Filho et al. (2019), a simetria esterioquimica e
hiperconjugacdo da molécula favorecem a oxidacdo simultdnea dos dois grupamentos
fendlicos no mesmo potencial, através de um mecanismo eletroquimico-quimico-
eletroquimico que envolve 2ee 2 H".Os mesmos autores ainda esclarecem que,
dependendo do material eletrodico e do potencial aplicado, a oxida¢do do DNL pode ser
parcial, produzindo intermediérios de semi-quinona, ou completa, resultando na formacao
de quinonas. Esses produtos podem ser eletrogerados na formar de dimero sobre a
superficie do sensor, bloqueando o sinal analitico. Uma descrigéo destas reagdes pode ser

observada na Figura 8.
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Figura 8: Proposi¢cdo mecanistica para a eletrooxidacdo do dienestrol.

HO
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Fonte: Adaptado de Lima Filho et al. (2019).

5.4 ESTUDO DE pH

O pH se constitui como uma das variaveis mais importantes e que influencia
diretamente na eletrondlise dos estrogénios sintéticos. Dessa forma, foi verificado a
resposta do sensor em relagdo a eletroatividade do DNL em diferentes valores de pH (2 -
12), conforme pode ser observado na Figura 8. Os valores mais expressivos de I, foram
observados em pH = 2, reduzindo a medida em que o meio se torna mais alcalino. Esse
mesmo principio faz com que o sinal eletroanalitico do DNL se torne mais distante da
regido de potenciais onde ocorre a oxidacdo da agua, deslocando-se de +0,95 V para +0,65
V, 0 que torna 0 processo mais seletivo. Isso ocorre devido as diferencas de
eletroatividade das formas protonada e ndo-protonadada molécula de trabalho, que pode
variar de acordo com o pKa. O DNL possui dois valores de pKa, representados como
pkai= 7,43 e pKa>=10,47 (WEN et al., 2013). Considerando que 0 aumento de sinal é
uma condicdo limitante para se medir a eficiéncia de um sensor eletroquimico, por
conferir maior capacidade de deteccdo ao método, foi selecionado pH = 2 como condicéao

ideal para a realizacdo dos experimentos futuros.
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Figura 9: Relacdo entre pH com as correntes e potenciais de pico registrados para a oxidacao do
DNL (1,0x10°° mol L) sobre (Ag-NPs)+|EPC.
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Fonte: Autoria propria, 2019.

Além do pH e substrato empregado como eletrodo, a escolha do eletrdlito de
suporte também se constitui como um pardmetro critico no desenvolvimento de métodos
eletroanaliticos, a fim de se obter uma maior reatividade para a molécula de trabalho
(AGOSTINHO, et. al, 2004). O eletrolito de suporte pode modificar a termodinamica e a
cinética do processo eletrédico, bem como o transporte de massa na célula, influenciando
diretamente na intensidade da corrente de pico observado. Neste estudo foram
investigadas cinco solugdes como eletrdlito de suporte: tampéo Britton-Robinson, tampéao
fosfato, tampdo acetato, acido cloridrico e acido sulfarico, todos preparados na
concentragio de 0,01 mol L e ajustados a pH = 2. Os resultados obtidos foram
sumarizados na Figura 10 e demonstraram uma melhor resposta para o sinal analitico

registrado em tampdo Britton-Robinson, justificando a escolha deste eletrolito.
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Figura 10: Valores de corrente de pico registrados para a oxidacdo de DNL(1,0x10° mol L?)
sobre (Ag-NPs)t4|EPC, usando voltametria ciclica a 50 mV s
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Fonte: Autoria propria, 2019.

5.5. ESTUDO DE VELOCIDADE DE VARREDURA

Para verificar o grau de reversibilidade do processo e a natureza do transporte de
massa na superficie do sensor, realizou-se um estudo da eletrooxidacdo do DNL em
diferentes velocidades de varredura (v; 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200 mV s*).
Observando a Figura 11, constata-se que o aumento de v provoca um aumento nao-linear
nos valores de I, e deslocamento de E, para valores mais positivos. Segundo os critérios
de diagndstico da voltametria ciclica, esse comportamento é caracteristico de processos
redox irreversiveis cuja cinética da reacdo é controlada por uma etapa adsortiva (ROZet
al., 2015). Numa primeira andlise, esta seria uma importante limitagdo para o método
eletroanalitico, por conta do bloqueio da superficie ativa e perda do sinal analitico.
Todavia, verificou-se uma maior resisténcia a passivacdo da superficie apos a
modificagdo de EPC com (Ag-NPs)tH, de forma que a simples agitacdo do meio por
umperiodo de 30 s era suficiente para renovar a superficie do dispositivo. Este

procedimento foi mantido em todos os experimentos subsequentes.
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Figura 4: Relacdo da velocidade de varredura com as correntes e potenciais de pico obtida para
a oxidacdo de DNL(1,0x10° mol L) sobre (Ag-NPs)t=|EPC, em meio de solucdo tampéo
Britton-Robinson (pH = 2).
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Fonte: Autoria prépria

5.6. OTIMIZAGAO DE PARAMETROS ELETROANALITICOS

Na voltametria de onda quadrada (VOQ), a forma da curva de corrente-potencial
é proveniente da aplicacdo de potenciais de altura AEs (incremento do pulso de potencial),
que variam de acordo com uma escada de potencial com largura a (amplitude do pulso de
potencial), medidos a uma dada frequéncia (f) ao longo do tempo.A variacao de potencial
é feita na forma de uma onda, registrada sobre uma rampa gradiente de potencial na forma
de escada, gerando um pico simétrico que pode ser utilizado com sucesso para
determinacbes eletroanaliticas (DE SOUZA, MACHADO E AVACA, 2003;
MEDEIROS 2018). As correntes resultantes sdo medidas ao final dos pulsos direto e
reverso, de modo que a intensidade da corrente resultante apresenta excelente
sensibilidade e alta rejeicdo de correntes capacitivas, tornando-se mais sensivel que as
demais técnicas ndo-pulsadas. Sendo assim, optou-se por utiliza-la como técnica
eletroanalitica neste trabalho, a fim de quantificar baixas concentracbes do DNL com
(Ag-NPs)TH|EPC.

A frequéncia de aplicacdo dos pulsos é considerada como um dos pardmetros
mais criticos da VOQ, por estar diretamente relacionada com a velocidade efetiva de
varrimento, por meio do produto com o incremento de varredura de potencial (v = f X
AE;). Neste trabalho, a frequéncia de aplicagdo dos pulsos foi investigada no intervalo

entre 10 e 150 Hz (Figura 12), onde se constatou aumento praticamente linear de I, até f
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= 75 Hz, o que denota cinética relativamente lenta do DNL sobre (Ag-NPs)tH|EPC.
Também foi observado um leve deslocamento de Ep para regides mais positivas devido a
passivacdo da superficie por produtos da reagdo redox, estando de acordo com as

informacdes obtidas por voltametria ciclica.

Figura 5: Relacdo da frequéncia de aplicacdo dos pulsos da voltametria de onda quadrada (a =
50 mV e AEs =2 mV) com as correntes de pico obtidas para a oxidagdo de DNL (1,0x10° mol
L) sobre (Ag-NPs)t4|EPC, em meio de solucdo tampao Britton-Robinson (pH = 2)
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Fonte: autoria propria, 2019.

No caso da amplitude, avaliada entre 5 e 60 mV, observou-se um ganho de
corrente nao-linear ao aumentar esta variavel em toda a faixa investigada, conforme pode
ser constatado na Figura 13. Todavia, para valores de a> 15 mV, também houve
alargamento no perfil voltamétrico do processo, implicando em aumento de 4Ep e perda
de seletividade em relacdo a possiveis interferentes que possam ser eletroativos sobre
(Ag-NPs)TH|EPC, especialmente aqueles que se oxidam em potencias eletroquimicos

proximos ao do DNL.
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Figura 6: Relacdo da amplitude dos pulsos de potencial da voltametria de onda quadrada (f =
75Hz e AEs =2 mV) com as correntes de pico obtidas para a oxida¢do de DNL (1,010 mol L
1) sobre (Ag-NPs)TH|EPC, em meio de solugédo tampao Britton-Robinson (pH = 2).
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Fonte: Autoria propria, 2019.

No caso do incremento de potencial, estudado entre 1 e 6mV (Figura 14), os
valores de lpreduziram em 4Es>2mV, havendo também aumento significativo do ruido de
sinal em 4Es> 3 mV, prejudicando o perfil voltamétrico da reacdo redox de interesse e
dificultando o tratamento estatistico dos dados. Outro fator indesejavel foi que o aumento
de 4Es também favoreceu o deslocamento de Ep para valores mais proximos do potencial
de evolucdo de oxigénio que, além de diminuir a seletividade do método, também
dificultou a repetibilidade das medidas.

Diante do exposto, para a construcao da curva analitica e futuras aplicacdes da
metodologia proposta, utilizou-se (Ag-NPs)tH|[EPC aliado a VOQ nas seguintes

condicdes operacionais: f =75 Hz,a=30 mV e 4Es=2mV .
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Figura 7: Relacdo do incrementode potencial da voltametria de onda quadrada (f=75Hze a =
15 mV) com as correntes de pico obtidas para a oxidacdo de DNL (1,0x10° mol L) sobre (Ag-
NPs)tH|EPC, em meio de solucdo tampéo Britton-Robinson (pH = 2).
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Fonte: Autoria prépria

5.7. CURVA ANALITICA E FIGURAS DE MERITO

Apds a obtencdo das melhores condi¢des operacionais (solugdo tampdo Britton-
Robinson ajustada a pH = 2,0 e 30 s de agitacdo entre as medidas) e voltamétricas (f = 75
Hz,a = 30 mV e 4Es = 2 mV) para a determinacdo eletroanalitica do DNL sobre (Ag-
NPs)TH|EPC, foi construida uma curva analitica (Figura 15) a partir da relacdo linear entre
a concentracdo do estrogénio e o0s respectivos valores de corrente de pico, cuja

representacdo matematica pode ser descrita pela seguinte equacao de regressao:

Ip (A) =-1,102x107 + 0,199x[DNL] (mol L?) equacéo 04

A faixa linear de concentracio estendeu-sede 1,0x107 a 2,0x10° mol L7,
alcancando um coeficiente de correlacdo proximo da unidade (r = 0,9985), o que
configura uma boa precisdo (baixa dispersdo dos dados amostrados), além de demonstrar
que o modelo matematico utilizado na representacdo da curva analitica é satisfatério para
descrever a variancia dos dados. Utilizando o desvio padréo dos diferentes valores (n =
3) do coeficiente linear e a média aritmética do coeficiente angular, foi possivel estimar
os valores de LD e LQ do método eletroanalitico como sendo 4,37x10®mol L e 9,08x10°
®mol L, respectivamente, demonstrando a elevada sensibilidade do método para a

quantificacdo do estrogénio mesmo em niveis-traco.
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Figura 8: Voltamogramas de onda quadrada do DNL (1,00x107 a 2,00x10° mol L) registrados
para a sua oxidacédo sobre (Ag-NPs)tx|EPC em meio de solucdo-tampédo Britton-Robinson (pH =
2,0), aplicando-se f=75Hz,a=30mV e 4Es=2 mV.
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Fonte: Autoria prdépria, 2019.

A precisdo foi avaliada por ensaios de repetibilidade do DNL (1,0x10° mol L?)
sobre (Ag-NPs)tH|[EPC, feitos no mesmo dia (intraday; n = 10) e em dias diferentes
(interday; n = 5) com um mesmo dispositivo, sendo que os resultados foram expressos
em termos de desvio-padrdo relativo (DPR) das medidas. Os valores DPR obtidos para
as medidas intraday (3,23%) foram inferiores aqueles obtidos no procedimento interday
(7,55%). Todavia, verificou-se que esta diferenca ndo proporcionou grande variancia no
valor médio dos dados, sugerindo que a precisdo do método foi garantida mesmo em
baixas concentracdes do analito. Quanto a exatiddo, analisada pela repeticdo do mesmo
protocolo eletroanalitico supracitado para a determinagdo de DNL (1,0x10° mol L?)
sobre (Ag-NPs)TH|EPC, mas feitas por trés diferentes analistas, foi identificado um DPR
= 9,3%, o0 que denota uma elevada acuracia e confiabilidade do método para possiveis

aplicacdes na eletroanalise de DNL em amostras complexas.
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6. CONCLUSOES

(Ag-NPs)tH|EPC possui propriedades eletroanaliticas atrativas para ser utilizado
como um sensor, a exemplo da baixa resisténcia a transferéncia de carga e elevada area
superficial, possibilitando a deteccéo e quantificacdo de baixas concentragdes de DNL.O
estudo tomou por base o processo de oxidacdo irreversivel da molécula do estrogénio,
relacionado & oxidacdo de grupos fenodlicos. A reacdotem cardter adsortivo, sendo
fortemente afetada pelo pH do meio, com cinética eletrodica moderadamente lenta.

Ao utilizar as melhores condigdes operacionais (solugéo tampdo BR pH=2,0¢
30 s de agitacdo entre as medidas) e voltamétricas (VOQ com f=75Hz,a=30 mV e 4Es
= 2 mV) para a determinacéo eletroanalitica do DNL sobre (Ag-NPs)TtH|EPC, obteve-se
valores de LD e LQ equivalentes 4 4,37x10®mol L™ e 9,08x10®mol L%, respectivamente,
além de precisdo e exatiddo aceitaveis (DPR < 10%) para quantificar baixos niveis de
concentracdo da molécula dos estrogénio. O conjunto das figuras de mérito comprova a
viabilidade do método eletroanalitico entdo desenvolvido para futuras aplicacdes em

amostras reais.
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